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Диференциалният анализ на белтъците в областта на хистохимията 
почива на количественото и качественото определяне на някои радикали 
със специфична химическа конфигурация или реактивност. В систематич­
ния цитохимичен анализ на целуларните белтъци съществен интерес пред­
ставлява изследването на аминогрупите. Тяхното хистохимично доказване 
се основата на следните възможности: 1) окислително дезаминиране; 
2) образуване на Шиффови бази; 3) кондензация с арилхалогениди; 4) из­
следване на ацидофилията на аминогрупите. С изключение на реакциите 
на дезаминиране с О-диацетилбензол и кондензация с динитрофлуорбен- 
зол всички останали са непреки реакции, при които вторично се визуали­
зира радикал, образуван при реакцията, или носител на който е използу­
вания специфичен реагент. При тези реакции изключването на съществу­
ващи по начало в обекта съединения, притежаващи радикал, въз основа 
на който се извършва крайната визуализация, изискват допълнителен кон­
трол. Реакциите, основаващи се на ацидофилията на аминогрупите, из­
тъкват единствено техния електропозитивен заряд и изискват при при­
лагането отстраняване на всички възможни химически конституенти на 
клетката, които могат да конкурират багрилото по отношение на 
субстрата.
Въпросът за една високоспецифична директна реакция за изтъкване 
на свързаните с белтъците аминогрупи е все още открит. Принципно нови 
възможности в тази област открива приложението на т. нар. активни 
багрила (3, 4). Схематично тяхната структура може да бъде сведена до 
три елемента: хромофорна група, ауксохромна група (аналогична на тези 
при обикновените багрила) и активна група. Последната е представена от 
лабилни халогенни атоми, сулфоестерна група, карбонилна група, свързани 
в комплекс, който може да бъде производен на 1, 3, 5-триазина, пирами- 
дина, винилсулфона, а също така халоидалцилна, халоидалкилалцилна, ха- 
лоидалкилалциламидна, халоидалкиламинна, халоидалкилестерна, винилкар- 
бамидна, кетонова, изоцианатна и други групировки. Те са най-често про­
изводни на цианурхлорида, който се отличава с висока химическа активност, 
дължаща се на обстоятелството, че халогенният атом притежава силно 
изразен отрицателен електроиндукционен ефект и привлича електронната 
двойка на хлоркарбоновата връзка, предизвиквайки по този начин появата 
на положителен заряд в свързания с халогенния атом въглерод. Величи­
ната на този положителен заряд определя лекотата, с която халоидният 1
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атом се замества от съединения, притежаващи неподелена електронна 
двойка. В алкална среда триазиновите багрила реагират с хидроксилни 
групи на субстрата, а в слабо кисела — с аминогрупите. Различават се 
дихлортриазинови и монохлортриазинови багрила. Първите багрят тъка­
ните при обикновена температура, а вторите изискват температура 
70—90° С.
Опит за въвеждане на активните багрила в хистохкмията на белтъ­
ците е правен от Иванов и Барети, и Иванов (2, 1). Като моделен обект 
са използувани прорастващи коренчета от лук и царевица. Препоръчва се 
използуването на Procion brilliant blue 4RS на фирмата ICI, а за луминес­
центна микроскопия Procion yellow 4RS. Специфичността на оцветяването 
е контролирана посредством предварителен блокаж на аминогрупите чрез 
дезаминиране.
Ние изследвахме следните багрила: Procion brilliant blue + H -A S;P ro­
cion brilliant blue H-5CS; Procion navy blue H-3RS; Procion blue M-3GS; 
Procion scarlet H-3GS; Procion scarlet H-4GS; Procion red H-BS; Procion 
brilliant red M-5BS; Procion brilliant red M-8BS; Procion brilliant green 
H-4GS; Procion printing green B ; Procion olive green M-3GS; Procion brown 
H3-RS; Procion dark brown H-GR; Procion purple; Procion black; Procion 
brilliant organe M-2RS; Procion yellow M-2RS; Procion yellow M-GRS. 
Оцветяването се провеждаше при следните условия: температура 20 и 
70° С, pH 6,5 в ацетатна среда, концентрация на багрилото 0,1%. време­
траене 20 мин, обекти — парафинови срези от фиксирани в алкохол черен 
дроб, тънко черво, кожа и трахея от бели плъхове. Контроли — предвари­
телен блокаж на аминогрупите с азотиста киселина и оцветяване с инак- 
тивирано багрило чрез алкална хидролиза на горещо. Отчитани бяха ви­
зуално по системата на плюсове оцветяването на цитоплазмата на различ­
ните клетъчнотъканни елементи, ядрото, съединителнотъканните фибрилерни 
елементи, еритроцитите и гранулите на еозинофилите. Достатъчно наситено 
оцветяване при стайна температура бе получено със следните багрила: 
Procion brilliant blue H-AS; Procion brilliant blue H-5GS; Procion printing 
green B; Procion brilliant red M-8BS; Procion brilliant redM-5BS; Procion 
black. Анализът на резултатите е представен на таблица 1.
Т а б л и ц а  1
Оцветители Колаген Цито-плазма Хроматин Ядърце Еритроцити
Гранули на 
еозинофилите
: 2 3 4 5 5 7
Procion printing 
green В + + + + + + + + + +  + И" + +  + +
Procion brilliant 
blue H-5GS + + + + + + + + + + + + +  + + + +
Procion brilliant 
red M-8BS + + + + + 4- +  + +  + + + + + +  + + + + + +
Procion brilliant 
blue H-AS + + + + + +  + + + + + +
Procion brilliant 
red M-5BS + + + + +  +  + _i— +  — + + + + + + + +
Procion black + + +  + + + + + +  +  +  + + — + —
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Получените резултати показват, че не съществува строг паралелизъм 
между оцветяванията, давани от отделните багрила. Различни резултати 
дават също така и оцветители, притежаващи еднакви активни групи — 
например Procion brilliant red M-8BS и M-5BS. Еднотипните багрила се 
различават освен по състава на хромофорната група и по броя и харак­
тера на ауксохромните групи. Това би могло да обясни степенното раз­
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Procion brilliant red M-5BS
Може да се допусне, че фиксирането на активните багрила върху суб­
страта се извършва в два етапа — първоначален, при който се образуват 
солеви връзки, и втори, при който се извършва ковалентно свързване. 
В първия етап от значение ще бъде конкурирането за субстрата на ани- 
оните на багрилото и на налични в обекта биологични полианиони. 
С оглед да докажем тази възможност проведохме върху серия препарати 
екстракция на нуклеиновите киселини с трихлороцетна киселина на го­
рещо преди оцветяването с активни багрила. Получено бе значително по­
вишаване на интензитета на оцветяването нахроматина и по-слабо на това на 
цитоплазмата. Този резултат съвпада напълно с нашите теоретични пред­
положения. Повишеният интензитет на багренето на хроматииа се осъще­
ствява за сметка на освобождаването иа базичните групи на нуклеохисто- 
ните от свързващите ги фосфатни групи на ДНК. Ако след екстракцията 
се проведе блокаж на аминогрупите, оцветяването отпада напълно. Свър­
заното веднъж багрило е резистентно на алкална, кисела и пиридинова 
екстракция. Доказването на две фази в процеса на багренето с активни 
багрила е от интерес за общата химия на тази група съединения. Обстоя­
телството, че първата фаза — тази на електрополярните връзки, не е уста­
новена при изследванията, провеждани в областта на текстилната химия, 
се дължи много вероятно на обстоятелството, че при тези опити са из­
ползувани химически хомогенни субстрати. От друга страна, в изследва­
нията относно приложението на активните багрила в цитохимията (2) про­
ведените контроли чрез дезаминиране са показателни само относно спе- 
цифитета на свързването на тези съединения с аминогрупите на белтъците. 
Те не могат да изяснят нито въпроса за възможността да съществува
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по-сложен многофазов механизъм, нито този за целостността на реакцията. 
В това отношение контролните опити на Иванов се подлагат на критика 
дотолкова, доколкото не изясняват каква част от аминогрупите на кле­
тъчните белтъци може да бъде оцветена с предлаганите активни багрила. 
От нашите опити личи, че по този начин в най-добрия случай биха могли 
да бъдат визуализирани само тези аминогрупи, които не са свързани в 
електрополярни връзки с биологичните полианиони. При използуването 
на активните багрила в хистохимията на белтъците е необходимо да се 
вземе в съображение и възможността да участвува известно количество 
хидролизирано багрило, което да действува като електронегативен оцве­
тител. Опитите, които проведохме с инактивирани багрила, показаха, че 
при общо по-слабо оцветяване в сравнение с даваното от нехидролизи- 
раните багрила редица клетъчнотъканни елементи — колагенни влакна, 
рогов слой на епидермиса, еритроцити, се оцветяват само незначително 
по-слабо.
Съществуването на няколко възможни механизма на фиксирането на 
багрилото върху субстрата ни дава основание да проявим поне засега 
определен скептицизъм по отношение безкритичното прилагане в хисто­
химията на предлаганите за целите на текстилната промишленост активни 
багрила. Принципните възможнисти, които откриват активните багрила за 
създаване на директни и пригодни за качествени цели реакции за изслед­
ване на свързаните с белтъците аминогрупи, оправдават търсенето на пътя 
на специални синтези на нови хистохимични реактиви, които биха били 
електронеутрални и не биха участвували в конкурентни електроафинитетни 
механизми на фиксиране върху субстрата. Заслужават внимание по същите 
съображения и т. нар. дисперсни активни оцветители, които нямат йоно- 
генни групи, придаващи им разтворимост. В това направление ще бъдат 
насочени нашите по-нататъшни изследвания.
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ПРИМЕНЕНИЕ НЕКОТОРМХ АКТИВННХ КРАСИТЕЛЕЙ 
В ЦИТОХИМИИ ВЕЛКОВ
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Р Е З Ю М Е
Делается обзор химизма реакций, воспринятнх в гистохимии для доказательства амино- 
групп белков. Подчеркивается возможность применения для зтой цели красителей типа 
активннх, что позволило би получение реакций прямого типа. Исследуются свойства двад- 
цати двух активннх красителей типа проционов. Подходящис для целей гистохимии резуль- 
тати получени при применении следующих активних красителей.
Обсуждается возможний механизм разной злективнссти, внявляемой исследованним 
красителями.
THE APPLICYTION OF SOME ACTIVE DYES 
IN THE CYTOCHEMISTRY OF PROTEINS
E. Chakarov, A. Draganov, M. Kilyovska 
S U M M A R Y
A study is made of the chemical acitivity of reactions, adopted in histochemistry for 
amino groups demonstration in proteins. The possibility is set forward for the application of 
dyes of the type of active stains for this purpose, which would account for producing di­
rect type reactions. The properties of 22 active stains of the Procion type are investigated. 
Results in compliance with the aims of histochemistry were obtained with the following 
active stains: Procion brilliant blue H-AS; Procion brilliant blue H-5GS; Procion brilliant red 
M-5BS; Procion brilliant red M-8BS; Procion printing green B; Procion black. The probable 
mechanism of the variable electivity, shown by the stains investigated, is discussed.
